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(54) BIOPUCE ET DISPOSITIF DE LECTURE D'UNE BIOPUCE COMPORTANT UNE PLURALITE DE ZONES DE 
RECONNAISSANCE MOLECULAIRE. 

Dispositif de lecture tfune biopuce (1 0) comportant 
une plurality de zones de reconnaissance mol6culaire et 
une plurality de rep&res optiques de position, associes aux 
zones de reconnaissance, le dispositif comportant: 

- une tete optique (20) apte d projeter sur la biopuce une 
iumifcre d'excitation, 

- des rnoyens (14) et/ ou (24) de deplacement relatif de 
ladite tete et ladite biopuce, 

- un systeme optique (40) d'analyse, assocte & la tete 
optique pour recevoir une lumifcre susceptible de provenir 
des zones de reconnaissance, 

- un systfeme optique (60) de positionnement, associS & 
la tete optique pour recevoir une lumi&re susceptible de pro- 
venir d'au moins une piste de guidage et/ ou un rep&re de 
position, et 

- des rnoyens (70) cfasservissement du balayage de la 
tete optique. 

Applications & I'analyse biologique et chimique. 
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BIOPUCE ET DISPQSITIF DE LECTURE D'UNE BIOPUCE 
COMPORTANT UNE PLURALITE DE ZONES DE RECONNAISSANCE 

MOLECULAIRE 

Domaine technique 

La pr§sente invention concerne une biopuce 
comportant une pluralite de zones de reconnaissance 
moleculaire et un dispositif de lecture d'une telle 
biopuce. On entend par biopuce, une puce ou un support 
pr6sentant a sa surface une ou plusieurs zones, dites 
zones de reconnaissance/ equipees de molecules 
presentant des propri§t§s de reconnaissance, Dans la 
suite du texte, et par abus de langage, le terme 
biopuce est utilise independamment de la destination de 
la puce a une analyse chimique ou biologique. 

Les molecules de reconnaissance peuvent etre, 
par exemple, des oligonucleotides, des polynucleotides, 
des proteines telles que des anticorps ou des peptides, 
des lectines ou tout autre systeme du type ligand- 
r6cepteur. En particulier, les molecules de 
reconnaissance peuvent comport er des fragments d'ADN ou 
d'ARN. 

Lorsque la biopuce est mise en contact avec un 
echantillon a analyser, les molecules de reconnaissance 
sont susceptibles d'interagir, par exemple par 
complexation ou par hybridation avec des molecules 
dites "molecules cibles" de 1 f echantillon . Ainsi, en 
equipant une biopuce d'une pluralite de zones de 
reconnaissance avec differentes molecules de 
reconnaissance selectivement sensibles a differentes 
molecules-cibles, il est possible de detecter et 
eventuellement de quantifier une grande variete de 
molecules contenues dans 1 'echantillon . 
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Les complexes formes sur la biopuce peuvent 
etre rep6r6s au moyen d f un marquage fluorescent 
appliqu6 aux molecules cibles de l'echantillon. 

Le dispositif de lecture objet de l f invention 
5 est destine & faciliter l'operation de lecture des 
molecules marquees, susceptibles d'etre presentes dans 
les zones de reconnaissance d'une puce. 

Ainsi, 1' invention trouve des applications dans 
les domaines de 1' analyse biologique et chimique. 
10 Des applications particulieres dans le domaine 

de l f analyse biologique peuvent etre la recherche de 
polymorphismes et de. mutations, le sequengage par 
hybridation et le suivi de 1' expression de genes. 

15 Etat de la technique anterieure 

Le nombre de zones de reconnaissance d'une puce 
est variable en fonction du type d 1 analyse que l'on 
souhaite effectuer. Aussi, on distingue les puces dites 
de "basse densite" qui comportent de quelques dizaines 

20 a quelques centaines de zones de reconnaissance et les 
puces dite de "haute densite" qui peuvent comporter 
plusieurs milliers a plusieurs centaines de milliers de 

telles zones. 

Sur les puces de haute densite les zones de 
25 reconnaissance pr6sentent des tailles reduites. 
L T extension des zones "est en effet infer ieure a lOOym, 
voire inferieure & lO^im. 

Comme indiqu6 precedemment, le reperage des 
complexes formes sur - une biopuce fait appel a des 
30 marqueurs f luorescents. Les marqueurs, tels que, par 
exemple, la fluoresc6ine ou la phycoetrythrine, peuvent 
etre couples directement sur les molecules cibles de 
1 ' echantillon a analyser. Les molecules cibles peuvent 
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aussi etre marquees par 1 ■ intermediate de groupements 
de reconnaissance indirecte, tels que la biotine ou la 
digoxigenine par exemple. 

Ainsi, lorsque des molecules de reconnaissance 
d'une zone de reconnaissance donnee ont interagi ou se 
sont hybridees avec des molecules cibles marquees, le 
marqueur fluorescent setrouve fixe sur ces zones. 

La lecture d'une biopuce comporte l'excitation 
des marqueurs fluorescents sous l'effet d'une lumiere 
dite lumiere d'excitation dirigee sur la puce, et 
1 'enregistrement, pour chaque zone de reconnaissance, 
de la fluorescence , provoquee par la lumiere 
d'excitation. 

La detection d'une fluorescence dans une zone 
15 de reconnaissance, permet, en connaissant le type de 
molecule de reconnaissance presente en cette zone, de 
conclure a la presence dans 1 'echantillon a analyser de 
molecules cibles (marquees) susceptibles d'interagir 
avec la molecule de reconnaissance connue. 
Eventuellement, l'intensite de la fluorescence peut 
etre mesuree pour en deduire la concentration des 
molecules cibles concernees de 1 'echantillon. 

A titre d'illustration de ces techniques, 
notamment dans les domaines de la biologie genetique, 
25 on peut se reporter aux documents (2), (3) et (4) dont 
les references sont precisees a la fin de la presente 
description . 

Pour des biopuces de basse densite, la lecture 
des zones de reconnaissance peut etre effectuee avec 
des stations d'imagerie equipees de cameras a couplage 
de charge (CCD) . Ces stations sont cependant mal 
adaptees aux puces a haute densite. En effet, les 
cameras CCD devraient presenter un nombre considerable 
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de pixels de detection, et, comme les flux de lumi£re 
de fluorescence sont particuli^rement faibles pour les 
puces & haute density les cameras devraient de plus 
etre refroidies pour ameliorer leur rapport de signal 
5 sur bruit. 

Ainsi pour les puces de haute densit§ on fait 
appel ci des scanners a fluorescence permettant de 
balayer la puce pour en analyser successivement les 
zones de reconnaissance. 

10 Ces scanners .sont equipes d'un systeme optique 

confocal/ associe ct un capteur photoelectrique, pour 
enregistrer la fluorescence de chaque zone, Le scanner 
permet d 1 observer des objets avec une tres bonne 
resolution spatiale (de 1 a 10pm) et le systeme optique 

15 confocal permet de s T affranchir des effets d'emissions 
lumineuses parasites (autof luorescence, reflexion 
speculaire, • .-.)- 

A titre d 1 illustration d'un scanner pour des 
puces de haute density on peut se reporter au document 

20 (1) dont la reference est egalement indiquee a la fin 
de la description. 

Les scanners a fluorescence delivrent des 
signaux electriques dont on fait 1 ' acquisition pour 
former une image, a deux dimensions, de la biopuce. Les 

25 signaux sont egalement exploites pour reconnaitre la 
structure spatiale de la surface de la biopuce et pour 
reperer et delimiter les zones de reconnaissance qui 
s ? y trouvent. 

Enfin, l'intensite du signal pour chaque zone 

30 de reconnaissance est enregistree comme resultat 
d' analyse. 

Ces resultats d'analyse peuvent ensuite faire 
I'objet d ! un traitement informatique adapte pour en 
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tirer une information biologiquement ou chimiquement 
pertinente . 

II s f av6re que le traitement des signaux 
indique ci-dessus prSsente 1 ' inconvenient de n§cessiter 
5 un grand nombre de points de mesure, ou de pixels, pour 
chaque zone de reconnaissance. 

En effet, la delimitation precise de chaque 
zone de reconnaissance necessite de disposer d'une 
densite de pixels-images suffisante pour chaque zone de 
10 reconnaissance. 

On constate, de facon pratique, que pour 
effectuer un traitement du signal dans des conditions 
acceptables, un nombre de pixels de l T ordre de 36 a 64 
est n§cessaire pour chaque zone de reconnaissance, 
15 selon sa taille. 

Ainsi, le traitement du signal pour des 
biopuces de haute densite requiert des moyens 
informatiques de traitement et de memorisation 
considerables. Le traitement est done couteux. 
20 En outre, la segmentation de 1 1 image selon les 

zones de reconnaissance n'est pas parfaitement fiable. 

Les documents (5) et (6), dont les references 
sont precisees a la fin de la presente description, 
decrivent d'autres possibilites de lecture d'une 
25 biopuce permettant d'eviter dans une certaine mesure 
les difficultes ci-dessus. 

Le document (5) prevoit de mettre en place sur 
la puce des elements de reconnaissance et de reperage 
permettant de faciliter la lecture, et permettant 
30 d'envisager la lecture de biopuces en utilisant des 
dispositifs de lect_U_re, tels que les lecteurs de 
disques optiques compacts (CD-ROM) . 
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En effet, dans le document (5), les auteurs 
decrivent un traitement biochimique de biopuces dans le 
but de les rendre lisibles sur un dispositif de 
lecture de diffusion grand public (notamment les 
5 lecteurs de disques optiques compacts CD-ROM) . Avant 
1' analyse de 1 1 echantillon contenant les molecules 
cibles a analyser, les zones de reconnaissance 
molSculaire de la biopuce sont recouvertes d'une 
pellicule ref lechissante formee par des billes 

10 metalliques ancr6es & sa surface par des molecules 
"ponts". Ces billes ref lechissantes sont 
fonctionnalis§es pour pouvoir £galement accrocher des 
molecules cibles de 1 'echantillon. Durant 
1' hybridation, une m§me molecule cible doit don etre 

15 accrochfee en deux points : d'une part a la surface de 
la biopuce, sur les zones de reconnaissance 
moleculaire, et d T autre part sur la surface d'une des 
billes metalliques situee au-dessus de cette zone de 
reconnaissance. Apr£s hybridation, un traitement 

20 chimique appropri6 casse les molecules ponts ancrant 
les billes metalliques a la surface, et la surface de 
la biopuce est rinc§e. Seules les billes metalliques 
alors retenues a la surface par un nombre minimum de 
molecules cibles, restent presentes, et forment autant 

25 de "bits" d' information biologique. 

Avec le traitement propose dans le document 
(5), une etape biochimique supplementaire est 
necessaire a l'analyse. Celle-ci reside dans le clivage 
des molecules ponts. De plus, 1 1 hybridation des 

30 molecules cibles sur . les zones de reconnaissance est 
tres ralentie par la presence des billes metalliques 
qui diminuent considerablement la vitesse de diffusion 
des molecules cibles vers la surface supportant les 
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zones de reconnaissance. L' analyse risque done d'etre 
tres lente. En outr , la relation qui existe entre le 
noinbre de billes metalliques restant finalement 
accrochees a la surface et la concentration initiale de 
molecules cibles dans l'echantillon, n'est pas une 
relation permettant une quantification aisee. II s'agit 
plutot d'une relation en marche d'escalier. (Au-dessous 
d'un seuil, les billes ne restent pas accrochees ; au- 
dela, elles restent accrochees. La gamme dynamique dans 
laquelle le nombre de billes restantes est 
intermediate, et done dans laquelle une quantification 
est possible, est probablement tres faible.) 

Selon le document (6), la biopuce est equipee 
de reperes associes aux zones de reconnaissance. Ces 
15 reperes sont cependant distincts des molecules de 
reconnaissance et physiquement separes des zones de 
reconnaissance. Les reperes peuvent etre detectes 
independamment d'une reaction d'hybridation ou de 
complexation lors du balayage de la biopuce. 
20 . ■. Des lors que la position des reperes est 

connue, on peut mesurer le temps ecoule entre la 
detection successive.de deux reperes pour etablir une 
fonction reliant la position relative du scanner sur la 
biopuce. Cette fonction peut servir a determiner avec 
25 plus de precision le lieu des zones de reconnaissance 

sur la biopuce . 

L' utilisation de reperes sur la biopuce permet 
en definitive d'ameliorer la localisation des zones de 
mesure et en faciliter ainsi la lecture. 

ToutefoiS/ pour guider avec precision le 
systeme optique du scanner sur les zones de 
reconnaissance il convient de controler de fagon 
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suffisamment fine le deplacement relatif de la biopuce 
et/ou du systeme optique de lecture du scanner. 

Ce controle ne pose pas trop de difficulties 
lorsque les zones de reconnaissance sont suf f isamment 
grandes et peu nombreuses. Le deplacement relatif de la 
biopuce et du systeme optique peut etre >effectue 
efficaceinent avec de§ moyens mecaniques relativeinent 
peu couteux . 

Par contre/ pour des puces de haute densite, 
dont les zones de reconnaissance presentent des 
dimensions qui n'excedent pas quelques microns, des 
moyens mecaniques extremement precis sont 
indispensables pour garantir un balayage correct des 
zones de reconnaissance, et l'obtention d'une image 

nette et non deformee. 

Des moyens mecaniques extremement precis sont 
egalement indispensables pour obtenir un balayage a 
vitesse reguliere des zones de reconnaissance de petite 
taille afin de pouvoir corriger 1' image obtenue, et 
exploiter 1' image en fonction du deplacement. 

A titre d' illustration, pour une puce de haute 
densite, comprenant par exemple 300x300 zones de 
reconnaissance adjacentes de- 20pm de cote, et pour un 
echantillonnage de mesure typique de 7x7 points, il 
faut une resolution de deplacement de 3pm, une 
precision sur ce deplacement de 1pm (+0,5pm) et une 
repetabilite de positionnement de 1pm (+0,5pm). La 
vitesse de deplacement doit etre constante et le 
parallelisme des deplacements pour le balayage doit 
etre garanti a 0,3 mrad pres. Une mecanique bas cout ne 
presente pas ces caracteristiques . 

Par ailleurs, "pour assurer la mise au point du 
systeme optique, avant la lecture de la puce, il faut 
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orienter la puce dans l'espace et la cteplacer avec une 
r6solution de 10pm, une precision de 5pm environ et une 
r6p£tabilite de l'ordre de 10pm. Ces caractSristiques 
sont indiqu6es pour une profondeur de section de 100pm 
5 du syst&ne optique. La reduction de la profondeur de 
section £ 10pm impose alors, sur la mise au point, une 
resolution minimale de 2,5pm, une precision de 0,5pm et 
une repetabilite de 1pm. 

L 1 exigence de moyens mecaniques de precision 

10 rend les dispositifs de lecture de biopuces 
particulierement onfereux. 

De plus, comme la surface des zones de 
reconnaissance des biopuces de haute densite est 
faible, il est n6cessaire de balayer les biopuces de 

15 fagon lente pour collecter une quantite d'energie 
lumineuse suffisante pour chaque echantillonnage de 
chaque zone de reconnaissance. 

Or, un balayage lent rend l f analyse de la 
biopuce exageremerit long des lors que celle-ci comporte 

20 un nombre eleve de zones de reconnaissance . 

La quantity . _de lumiere produite par la 
fluorescence peut etre legerement augmentee en excitant 
les marqueurs des molecules cibles au moyen de lasers 
puissants. Cependant, V utilisation de tels equipements 

25 augmente encore le coQt des dispositifs de lecture. 

Expose de 1 ' invention 

Un but de la presente invention est de proposer 
un dispositif de lecture de biopuces ne presentant pas 
30 les difficultes mentionnees ci-dessus. 

Un but est en particulier de proposer un tel 
dispositif qui soit d f un cout reduit et qui permette de 
lire des biopuces de haute densite. 



10 



Un but est aussi de proposer un tel dispositif 
permettant de balayer plus rapidement les puces, et de 
reduire ainsi le temps d* analyse, sans compromettre la 

qualite des mesures. 
5 Un autre but est encore de proposer un 

dispositif capable de reperer rapidement la position et 
l'orientation d'une zone de reconnaissance sans 
effectuer une acquisition surechantillonnee de l 1 image 
de la puce. 

10 L' invention a . egalement pour but de proposer 

une biopuce adaptee audit dispositif de lecture, de 
facon a reduire au maximum le cout des mecanismes de 
balayage. 

Pour atteindre ces buts, 1' invention a plus 
15 precisement pour objet un dispositif de lecture d'*une 
biopuce comportant une pluralite de zones de 
reconnaissance moleculaire et une pluralite de reperes 
optiques de position, associes aux zones de 
reconnaissance, le dispositif comportant : 
20 - une tete optique apte a projeter sur la biopuce une 
lumiere irtcidente susceptible d* exciter des. molecules 
marquees presentes dans les zones de reconnaissance 
ou d'etre reflechie, diffractee ou dif fusee, et 
susceptible d'eclairer des pistes de guidage et/ou 
25 des reperes de position, 

- des moyens de deplacement relatif de ladite tete et 
ladite biopuce, aptes a effectuer un balayage de la 
biopuce, 

- un premier systeme optique, dit systeme d' analyse, 
30 associe a la tete optique pour projeter sur au moins 

un premier capteur electrooptique une lumiere 
susceptible d'etre emise ou reflechie, ou dif fusee ou 
encore diffractee par les zones de reconnaissance, 
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_ un deuxieme systeme optique, dit systeme de 
positionnement, associe a la tete optique pour 
projeter sur au moins un deuxieme capteur 
Slectrooptique une lumiere susceptible de provenir 
d'au moins une piste de guidage et/ou un repere de 
position, et 

des moyens d' asservissement des moyens de deplacement 
de la tete optique pour controler les moyens de 
deplacement en fonction de signaux electriques du 
capteur electrooptique du systeme optique de 

positionnement. 

Dans la suite du texte, 1' expression "lumiere 
susceptible de provenir des molecules marquees..." sera 
employee par commodite pour designer la lumiere 
15 susceptible d'etre emise en fluorescence, ou reflechie, 
ou diffusee, ou refractee par des groupements 
specifiques equipant les molecules marquees presentes 
dans les zones de reconnaissance. 

Des deplacements microscopiques sont utilises 
pour af finer la position de la tete optique selon au 
moins un des trois axes. (Un premier axe correspondant 
a l'axe optique du premier systeme optique, et deux 
axes perpendiculaires au premier axe) . 
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On entend par zone de reconnaissance 
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portion de la biopuce qui presente a sa surface des 
molecules presentant une propriete de reconnaissance 
d'un type donne de molecules cibles. 

L' asservissement du balayage de la tete optique 
aux signaux electriques du systeme de positionnement 
permet de corriger en-temps reel le deplacer.ent relatif 
de la puce et de la' tete optique, et d'obtenir un 
positionnement extremgrnent precis avec des moyens 
mecaniques de deplacement peu couteux. En particulier, 
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il devient possible d'utiliser des moyens mecaniques 
tels que les actioimeurs qui equipent usuellement les 

"p 

lecteurs de disques compacts. 

L'asservissement permet en outre d'obtenir un 
5 deplacement relatif hpmogene en vitesse en vue d'une 
lecture en continu de la fluorescence des zones de 

reconnaissance . 

De plus, la precision de la mise au point 
obtenue par l'asservissement permet d'utiliser un 

10 systeme optique confocal avec une faible profondeur de 
section de facon a reduire 1' influence d'une lumiere 
parasite provenant du substrat de la biopuce. Ainsi une 
meilleure dynaraique de signal peut etre obtenue. 

Les systemes optiques du dispositif de lecture, 

15 affranchis de la lumi£re parasite, grace a une farble 
profondeur de section, peuvent etre realises avec une 
ouverture numerique plus grande et collecter par 
consequent davantage de lumiere. Une lecture plus 
rapide est par consequent possible et/ou la source de 

20 lumiere incidente peut etre moins puissante. 

Selon un aspect de 1' invention, les moyens de 
deplacement relatif peuvent comporter des premiers 
moyens de deplacement macroscopique (a grande echelle) 
et des moyens de deplacement microscopique (a petite 

25 echelle). Dans ce cas, les moyens d' asservisseraent sont 
connectes notamment . aux moyens de deplacement 

microscopique . 

Selon un autre aspect avantageux de 

1' invention, la tete optique peut comporter une 

30 lentille de focalisatipn et au moins un actionneur de 

deplacement axial de mise au point de la lentille. Un 

troisieme systeme optique, dit de mise au point, peut 

etre associe a la tete optique pour projeter sur un 
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troisieme capteur electrooptique une lumiere provenant 
d'une reflexion de la lumiere incidente sur la biopuce, 
et des moyens d'asservlssement de mise au point, relies 
a l'actionneur, peuvent etre prevus pour contr61er le 
deplacement de mise au point de la lentille. 

Grace aux moyens d' asservissement de la mise au 
point, la lecture des zones de reconnaissance peut etre 
effectuee de facon continue en meme temps que la mise 
au point. Cette caracteristique permet en outre de ne 
pas perdre le reperage sur la biopuce et permet 
d'augmenter la precision des mesures, independamment 

des conditions de balayage. 

Selon une realisation particuliere simplifiee 
du dispositif, celui-ci peut comporter un systeme 
15 optique unique incluant les premier et deuxieme 
systemes optiques et au moins un capteur electrooptique 
commun aux premier et deuxieme systemes optiques, ledit 
capteur optique commun recevant non seulement la 
lumiere provenant des zones de reconnaissance 
20 moleculaire, mais encore la lumiere provenant des 
reperes de position. Le capteur commun est alors relie 
a un systeme de traitement du signal et aux moyens 
d' asservissement du balayage de la tete optique. 

Dans cette realisation, le capteur optique 
25 commun delivre par consequent des signaux qui servent a 
la fois a 1' analyse de la fluorescence et a 
1- asservissement du deplacement relatif de la puce et 
de la tete optique (balayage) . 

L 1 invention concerne egalement une biopuce 
pouvant etre lue avec le dispositif decrit ci-dessus, 
et qui comporte une plural ite de zones de 
reconnaissance moleculaire et des reperes optiques, 
distinctes des zones de reconnaissance. 
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Les pistes de guidage et/ou les reperes 
optiques, associes aux zones de reconnaissance, 
comportent par exemple des plages ref lechissant la 
lumiere d' excitation. lis permettent d'orienter la 
biopuce et d'effectuer un balayage precis, 
independamment du fait qu'une hybridation ait eu lieu 
ou non. 

Selon une possibility particuliere de 
realisation de la puce, un repere optique peut etre 
respectiveroent associ6 4 chaque zone de reconnaissance. 
II n'est ainsi pas necessaire de former une image de 
1' ensemble de la biopuce pour connaitre 1 ' emplacement 

de chaque zone. 

Ainsi, la possibility de determiner precisement 

15 1 ' emplacement des zones de reconnaissance permet 
d'effectuer des mesures precises, sans sur- 
echantillonnage, et avec un nombre de pixels reduit 
pour chaque zone de reconnaissance. 

En outre, des lors que chaque zone de 

20 reconnaissance est reperee, il est possible d'effectuer 
une analyse locale pour une ou plusieurs zones donnees 
en deplacant la tete optique ou la puce, de facon a 
diriger directement lA_tete en face de la ou des zones 
souhaitees. 

25 Plusieurs possibilites sont offertes pour 

enregistrer la lumiere provenant des zones de 
reconnaissance de la puce. 

Selon une premiere possibility on peut 
immobiliser la tete optique en face d'une zone de 
reconnaissance et effectuer une acquisition du signal 
pendant un temps determine, puis passer a une zone 
suivante. 
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Comme indiqu6 pr6cedemment, les reperes 
optiques et les moyens d T asservissement permettent de 
positionner la tete avec suffisamment de precision pour 
qu'une analyse fiable puisse etre effectuee. De plus, 
5 les reperes optiques permettent de localiser 
precis6ment une zone de reconnaissance merne dans un cas 
ou celle-ci n'6met aucune lumiere de fluorescence. 

Les signaux de capteurs peuvent aussi etre 
acquis "a la volee", en deplagant continument la tete 

10 optique le long d'une pluralite de zones de 
reconnaissance juxtaposees . Dans ce cas on integre les 
signaux pour determiner la quantite de lumiere recue 
pendant le temps mis pour balayer une ou plusieurs 
zones de reconnaissance. 

15 Des fluctuations de la vitesse de deplacement 

sont cependant susceptibles d'affecter l f analyse de la 
quantite de lumiere 6mise par unite de temps par les 
zones de reconnaissance. 

Ainsi, selon une deuxieme possibility 

20 d 1 analyse, on peut normaliser les signaux acquis en 
fonction d'un temps s'ecoulant entre le passage de la 
tete optique en face de reperes de position successifs 
associes aux zones de reconnaissance parcourues. 

Selon une troisieme possibility correspondant 

25 egalement a une acquisition "a la volee", on peut 
asservir continument la vitesse de deplacement relatif 
de la tete optique et de la puce en chronometrant le 
temps ecoule entre le passage de la tete en face des 

reperes successifs, 
30 D'autres caracteris tiques et avantages de la 

presente invention regjsortiront mieux de la description 
qui va suivre, en reference aux figures des dessins 



annexes. Cette description est donnee a titre purement 
illustratif et non limitatif. 

Breve description des figures 

- La figure 1 est une representation 
schematique simplifiee d'un dispositif de lecture 
conforrae a 1' invention. 

La figure 2 est une representation schematique 

particuliere d'un detail de la figure 1. 

- La figure 3 est une vue de dessus, 
schematique et simplifiee, d'une biopuce conforme a 
1' invention apte a etre lue par le dispositif de la 
figure 1. 

- La figure 4 est une vue de dessus, 
schematique et simplifiee, d'une biopuce conforme a 
1' invention, et illustre un exemple de sequence de 
lecture d'une telle puce. 

Description detaillee de modes de mise en oeuvre de 
1 ' invention 

La reference 10 sur la figure 1 designe une 
biopuce comportant une pluralite de zones de 
reconnaissance equipees de molecules de reconnaissance 
specifiques, et eventuellement des pistes de guidage 
et/ou des reperes optiques associes aux zones de 
reconnaissance. Ces elements sont decrits plus en 
detail dans la suite du texte et ne sont pas 
representee sur la figure 1 pour des raisons de 

simplification. 

Dans 1' exemple decrit, les molecules de 
reconnaissance specifique sont marquees par des 
groupements f luorescents, mais ceux-ci peuvent etre 
remplaces par des groupements pouvant reflechir, 
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diffuser ou diffracter la lumiere, sans sortir du cadre 

de 1* invention. 

La puce est disposee en face d'un dispositif de 
lecture 12. Ce dispositif est destine a balayer les 
5 zones de reconnaissance pour exciter des molecules, 
portant des marqueurs f luorescents, fixees sur les 
zones de reconnaissance, et pour enregistrer une 
lumiere de fluorescence produite par ces molecules. 

Le balayage des zones de reconnaissance est 
10 effectue par un deplacement relatif entre le dispositif 
de lecture 12, ou une partie de celui-ci, et la biopuce 

10. 

Dans l'exemple de la figure 1 le deplacement 
macroscopique relatif est obtenu au moyen d' actionneurs 

15 14, par exemple, des actionneurs a moteurs qui 
deplacent la biopuce 10. Un deplacement microscopique 
de la lentille 22 est obtenu au moyen d'un actionneur 
electromagnetique 24. La biopuce, de format 
rectangulaire, est deplacee dans un plan 

20 perpendiculaire a un axe optique O du dispositif de 
lecture. 

Ce plan est egalement perpendiculaire au plan 

de la figure. 

Le deplacement peut avoir lieu selon deux 

25 directions x et y perpendiculaires indiquees sur la 
figure . 

Le dispositif de' lecture 12 comporte une tete 
optique 20 avec une lentille de focalisation 22 
presentant un axe optique Q. La lentille de la tete 
30 optique a une double fonction de diriger vers la 
biopuce une lumiere d'excitation et de recueillir une 
lumiere de fluorescence <§mise en reponse a la lumiere 
d' excitation. 
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La lumidre d 1 excitation est une lumiere 
monochromatique, pr6sentant une premiere longueur 
d'onde, par exemple de l'ordre de 633 nm. Elle est 
fournie par un laser 30 dont le faisceau est dirig6 
5 vers la tete optique 20 par 1 1 intermediate d'un miroir 
dichrolque 32. La lentille de focalisation 22 est 
prevue pour focaliser le faisceau sur une face arri^re 
18, dite face active, de la biopuce. 

Le miroir diqhrolque 32 refl6chit une partie 
10 majoritaire (80 & 95%) de la lumiere du laser vers la 
lentille de focalisation. La partie restante de la 
lumiere (5 a 20%) traverse le miroir 32 pour etre 
recueillie par un capteur electrooptique 33 appele 

capteur de reference. 
15 Le capteur de reference 33 permet de mesurer 

les fluctuations temporelles de l'intensite du faisceau 
emis par le laser 30. Cette mesure est prise en compte 
pour 1* analyse de la fluorescence emise par la biopuce 
afin d'affranchir l'analyse des variations d'intensite 

20 dues au laser. 

Un premier systeme optique d' analyse 40 est 
associe a la tete optique, et aligne sur l'axe optique 
Q pour projeter une lumiere de fluorescence produite 
par des molecules marquees excitees, eventuellement 

25 presentes sur la biopuce, sur un (ou plusieurs) 
capteur (s) electrooptique (s) 42, appele (s) capteur (s) 
d' analyse dans la suite du texte. 

De fagon plus precise, la lumiere de 
fluorescence est recueillie et collimatee par la 

30 lentille de focalisation 22 de la tete optique 20, pour 
former un fa_isceau. £e faisceau traverse le miroir 
dichrolque 32 puis traverse une lentille de convergence 
44 qui le fait converger sur un diaphragme 46. Le 
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diaphragme peut etre forme en pratiquant un petit trou 
dans un ecran opaque. II permet d'effectuer un filtrage 
spatial selon l'axe optique H et confere au systeme 
optique un caractere confocal . 

5 En effet, le diaphragme, conjugue avec l'objet 

ponctuellement eclaire, ne laisse passer que de la 
lumiere issue de la zone eclairee (par la lumiere 
d' excitation) dans une fine "tranche" assimilable a un 
plan objet. L'attrait d'un systeme confocal est evident 

10 notamment pour la lecture de puces a ADN. La 
possibility de definir une "tranche" de l'espace objet, 
est mise a profit pour isoler un plan d'interet 
contenant les zones de reconnaissance moleculaire, du 
reste de la puce (support en verre, tampons) . La 

15 lumiere regue est done libre d'une lumiere parasite 
provenant d'eventuels centres colores du support, et 
libre d'un fond continu lumineux. 

Le phenomene ... de fluorescence des marqueurs 
fluorescents, portes par les molecules cibles retenues 

20 sur les zones de reconnaissance, se traduit par une 
conversion de la lumiere d' excitation en une lumiere 
presentant une longueur d'onde superieure a celle de la 
lumiere d' excitation. 

La longueur d'onde de la lumiere de 

25 fluorescence est par exemple de 670 nm dans l'exemple 
decrit . 

Un filtre interf erentiel 48 est dispose entre 
la lentille de focalisation 22 de la tete optique et la 
lentille de convergence 44. II permet d' isoler dans la 
30 lumiere regue par le systeme optique d' analyse une 
bande spectrale correspondent sensiblement a la bande 
spectrale de fluorescence. Les lumieres parasites sont 
ainsi davantage elimin&es. 
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La reference 50 designe une unite de traitement 
des signaux delivres par le capteur d 1 analyse 42. Dans 
l'exemple decrit, le capteur d' analyse 42 est un 
capteur a photomultiplicateur qui delivre un signal 
analogique proportionnel a 1' intensity de la lumiere de 

fluorescence recue. 

Le signal du capteur d' analyse peut etre 
integre pendant une duree de temps lors de laquelle la 
tete optique recoit ..... la lumiere d'une zone de 
reconnaissance donnee., Comme evoque precedemment, le 
signal peut egalement etre enregistre dans un procede 
de mesure "a la volee" lors d'un balayage de la puce. 
Le signal peut aussi etre numerise de facon a pouvoir 
le traiter selon des algorithmes adaptes au type 

15 d'analyse effectue. 

On observe que 1' unite de traitement 50 recoit 
egalement un signal de reference provenant du capteur 
de reference 33. La prise en compte du signal de 
reference permet de normaliser les signaux delivres par 
le capteur d'analyse qui sont, comme evoque ci-dessus, 
affranchis des fluctuations de l'intensite du laser. 

Le miroir dichrolque 32, associe a un cube 
separateur 34 permet de diriger vers un deuxieme 
systeme optique 60 de la lumiere provenant d'une 
reflexion, ou diffraction, ou refraction ou une 
diffusion de la lumiere incidente du laser sur la 
biopuce. Cette lumiere^ reflechie provient, par exemple, 
des pistes de guidage et/ou de reperes de positions 
menagees sur la biopuce. Dans le cas ou la biopuce ne 
comporte pas de pistes de guidage, la biopuce peut etre 
deposee sur une platine comportant des pistes de 
guidage . 
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Le deuxieme systeme optique 60, appelS syst&ae 
de positionnement, comporte une lentille 64 permettant 
de focaliser la lumi6re recue sur au moins un capteur 
electrooptique 62, tel que par exemple des detecteurs & 
5 quatre quadrants, ou multiquadrants, associes & un 
syst&ne optique astigmatique d 1 analyse du faisceau. Le 
capteur electrooptique 62 peut aussi comporter une 
barrette CCD, ou une photoresistance dif f Erentielle ou 
tout systeme de mesure de position. 

10 Le capteur Electrooptique du systeme de 

positionnement est re!i£ a une unite 70, appelee unite 
d'asservissement. L'unite d'asservissement permet, par 
exemple, de decoder les signaux du capteur pour 
detecter le passage de la tete optique en face d'un 

15 repere de position, de compter les reperes de position 
rencontres, et de piloter le deplacement du balayage 
pour suivre une serie de reperes correspondant a une 
serie de zones de reconnaissance. A cet effet, 1' unite 
d'asservissement 70 est connectee aux actionneurs 14 

20 et/ou 24 pour controler les mouvements de la biopuce 
et/ou de la lentille 22. Elle permet aussi de maintenir 
dynamiquement la tete optique le long d ! une trajectoire 
de balayage imposfee par des reperes disposes sur la 
biopuce. 

25 A titre d 1 exemple, les actionneurs peuvent etre 

controles de telle fagon que l'intensite de la lumiere 
regue par le capteur du systeme optique de 
positionnement soit comprise dans une plage de valeurs 
determinees. Le point de fonctionnement correspond a un 

30 6tat d'equilibre. On donne une consigne de position et 
le systeme d'asservissement maintient cette consigne. 
On cherchera par exemple, a ce que la repartition de 
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l'intensit6 de lumifere sur le detecteur multiquadrants 
soit toujours la mfime. 

Un deuxi^me cube separateur 36, dispose dans le 
deuxi^me syst&ne optique, permet de diriger une partie 
5 de la luraidre de ce systeme optique dans un troisifeme 
systeme optique 80, appele, systeme de mise au point, 

Le systeme optique de mise au point 80 comprend 
une lentille 84 pour focaliser la lumiere recue sur un 
capteur Slectrooptique 82 tel que par exemple : 

10 detecteurs 4 quadrants ou multiquadrants associ§s a un 
systeme optique astigmatique d 1 analyse du faisceau/ ou 
barrette CCD, ou photoresistance dif f erentielle ou tout 
systeme de mesure de position. 

La lumiere dtrig^e sur le capteur du systeme 

15 optique de mise au point provient d'une reflexion de la 
lumiere du laser sur la biopuce. Elle peut provenir en 
particulier des rep^res de positionnement ou d'une 
reflexion vitreuse sur la face active de la biopuce. 

Le capteur 82 du systeme optique 80 de mise au 

20 point est egalement relie a I'unite d 1 asservissement 
70. Cette unite est cpngue pour piloter un actionneur 
24 solidaire de la lentille 22 de la tete optique 20. 
L' actionneur 24 permet de deplacer la lentille 22 selon 
son axe de fagon & corriger continument la mise au 

25 point des systemes optiques sur la biopuce, ou plus 
precis6ment sur certaines parties de la biopuce. 

A titre d'exemple, I'unite d f asservissement 
peut etre prevue pour provoquer un deplacement de la 
lentille 22 de la t§te optique de telle fagon que la 

30 surface d'une tache de focalisation sur le capteur du 
systeme de mise au point soit controlee par rapport a 
la surface (forme et/ou position) d'une tache de 
reference (par exemple circulaire) . 
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Selon un mode de realisation simplifie le 
capteur §lectrooptique du premier systeme optique 40, 
c'est-a-dire le syst&ne optique d r analyse, peut etre 
utilise cl la fois pour d§livrer des signaux electriques 
5 correspondant & la lumiere provenant des zones de 
reconnaissance et des. signaux correspondant a de la 
lumiere r&flechie ou diffusee par les pistes de guidage 
et/ou les repdres de position. 

Dans ce cas, le capteur est relie non seulement 
10 a l'unite 50 de traitement des signaux mais aussi, 
comme le montre la figure en trait discontinue a 
l'unite d'asservissement, pour piloter le deplacement 
relatif de la puce et de la tete optique, et 
eventuellement pour la mise au point de la lentille de 
15 la tete optique. 

Dans ce mode de realisation, le dispositif de 
lecture comporte un systeme optique unique qui inclut 
de fagon fonctionnelle les premier, deuxieme (et 
eventuellement troisidme) systemes optiques decrits 
20 pr^cedemment • J 

La figure 2 montre une realisation particuliere 
du systeme optique d 1 analyse. 

Pour des raisons de simplification, la figure 2 
ne represente qu'un detail du dispositif, les autres 
25 elements etant identiques a ceux decrits en reference a 
la figure 1. 

Le systeme optique d 1 analyse 40 de la figure 2 
comporte un filtre interf erentiel 48, et un objectif de 
focalisation 44a prevu pour focaliser un faisceau de 
30 lumiere de fluorescence regu de la tete optique 20 sur 
une premiere extremity d f une fibre optique 47. 

Une deuxieme extr^mite de la fibre optique 47 
est reliee un capteur electrooptique tel qu'un 



photomultiplicateur ou une photodiode a avalanche. La 
fibre optique 47 (faiblement multimode) joue le role du 
diaphragme confocal 46 visible sur la figure 1. 

Les systemes optiques d' analyse des figures 1 
et 2 sont, comme indique ci-dessus, des systemes 
confocaux. 

Les principales qualites d'un systeme confocal 
sont sa grande resolution spatiale et sa grande 
resolution axiale. La resolution axiale traduit la 
capacite du systeme a isoler un tres petit volume 
d'observation autour du plan de focalisation, c'est-a- 
dire la capacite a eliminer les lumieres parasites de 
l'exterieur de ce volume. Elle est caracterisee par une 
"profondeur de section" du systeme notee Pds. 

La profondeur de section Pds, deja evoquee 
precedemment, peut .etre exprimee selon la formule 
suivante : 

0,443. X 

Pds = — 

1 - cos{u 

ou X est la longueur d'onde exprimee en micrometres et 
u le demi-angle du cone d'ouverture numerique du 

systeme optique. 

Les lentilles mises en oeuvre pour realiser le 
systeme optique d' analyse presentent des ouvertures 
numeriques de l'ordre de 0,4 a 0,5. Ainsi, des 
profondeurs de section de l'ordre de 1,8 a 2,8pm 
peuvent etre obtenues. De plus, 16 a 22% du flux 
lumineux emis par la biopuce sont collectes par la 
lentille. 

II convient a present de decrire plus en detail 
un exemple de realisation d'une biopuce adaptee au 
dispositif de lecture... 
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La figure 3 montre une telle biopuce. La 
biopuce 10 comprend un substrat 100 sur lequel sont 
m6nag6es des zones de„ reconnaissance 110. Les zones 110 
coincident par exemple avec des electrodes formees & la 
5 surface du substrat- Ces electrodes ont ete 

selectivement garnies avec un revetement susceptible 

d'interagir avec un compose chimique ou biologique 
donne- Comme evoqu§ dans la partie introductive du 
texte, la garniture peut en particulier comporter des 

10 molecules de reconnaissance susceptibles de s'hybrider 
avec des molecules cibles. 

Les differentes zones de reconnaissance 110 
sont garnies de molecules de reconnaissance 
differentes, specifigues respectivement pour des 

15 molecules cibles donnSes. 

On observe que les zones de reconnaissance 110, 
de forme rectangulaire, sont agencees en lignes et en 
colonnes. D'autres motifs de repartition a la surface 
du substrat, par exemple en cercle, sont cependant 

20 envisageables . 

La biopuce 10 comporte egalement un reseau 120 
de reperes de position optiques, associ^ aux zones de 
reconnaissance. Dans 1' exemple illustre, ce reseau 
comporte des pistes de guidage 122 sous la forme de 

25 bandes rectilignes s T etendant respectivement entre des 
lignes successives de zones de reconnaissance. 

Les pistes de guidage sont des pistes 
ref lechissantes ou partiellement ref lechissantes, 
f luorescentes ou diffusantes, capables de renvoyer vers 

30 le dispositif une partie de la lumiere d' excitation . 
Elles peuvent etre egalement dephasantes, c'est-a-dire 
qu'elles cr6ent une difference de marche lors de la 
propagation de l f onde retour. La lumiere d' excitation 
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renvoy§e vers le dispositif est analysee par le 
deuxidme et 6ventuellement le troisi&ne syst&nes 
optiques pour localiser et rep6rer les lignes de zones 
de reconnaissance et jx>ur assurer le balayage de la 
5 biopuce. Les pistes ref lechissantes peuvent Egalement 
comporter une surface structuree avec des gravures 
dephasantes susceptibles de former des figures 
d 1 interference, ou d'introduire un dephasage dans la 
lumi^re d' excitation. Ces figures d 1 interference ou de 
10 d£phasage, recpues par le systeme optique de 
positionnement du dispositif de lecture peuvent 
egalement servir au rep6rage ou a 1 r asservissement du 
balayage . 

Les rep^res de position comportent egalement 
15 des plages optiques 124 appelees codeurs. 

Les codeurs 124 sont de preference situes sur 
les pistes de guidage 122 au debut et a la fin de 
chaque zone de reconnaissance selon un pas 
correspondant a la taille desdites zones. 
20 Les codeurs sont par exemple des plages 

correspondant a une interruption du materiau 
ref lechissant ou une interruption de la surface 
structuree des pistes de guidage 122. 

Selon une variante, la puce peut egalement etre 
25 equipee des seules pistes de guidage qui sont alors des 
plages ref lechissantes, par exemple. 

L 1 association de codeurs ou plus generalement 
de reperes optiques a chaque zone de reconnaissance 
permet une localisation particulierement rapide et 
30 precise des zones. 

Toutefois, il est egalement possible d'associer 
un seul repere & un ensemble de zones de 
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reconnaissance ; par exemple, un rep^re pour chaque 
ligne ou colonne de zones de reconnaissance. 

La fabrication des repdres fait appel A des 
techniques classiques de la micro-electronique . Elle 
5 comporte par exemple le d6pot en pleine plaque d'une 
couche metallique r6f lechissante tel qu T une couche 
d' aluminium, de nickel ou de chrome, et la mise en 
forme par photolithogravure de cette couche selon un 
motif correspondant aux emplacements souhait^s des 

10 rep^res de position, j 

A titre d f exemple, la couche metallique peut 
etre gravee selon un procede de gravure chimique en 
phase liquide ou un proc§de de gravure a plasma en 
phase gazeuse, et selon un motif de gravure determinee 

15 par un masque de gravure en resine. 

Apr6s la gravure et 1 'elimination de la resine, 
une fine couche de silice peut etre formee sur le 
support afin d'ameliorer la compatibility de la surface 
avec le greffage de molecules biologiques. 

20 II convient de preciser que les zones de 

reconnaissance ne sont pas necessairement adjacentes et 
que les reperes optiques ne sont pas necessairement 
positionnes h la peripherie des zones de 
reconnaissance . 

25 Selon une possibility d 1 agencement, non 

representee, des reperes optiques ref lechissants 
peuvent etre m6nag6s £ l'interieur des zones de 

reconnaissance, 

Une telle configuration n'est pas genante quand 
30 la lumidre provenant des zones de reconnaissance est 
une lumiere de fluorescence. En effet, dans la mesure 
ou la distinction entre la lumiere de fluorescence et 
la lumiere reflechie par les zones de reconnaissance 
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est faite sur la base de la difference de longueur 
d'onde entre ces lumieres. 

Dans le cas d'une detection de molecules non 
fluorescentes, mais par exemple diffusantes ou 
diffractantes, la distinction peut etre faite par un 
codage des signaux en frequence ou en realisant la 
mesure a un angle different de celui utilise pour les 
asservissements de position. 

Apres l'achevement des reperes optiques, les 
zones de reconnaissance peuvent etre garnies des 
molecules de reconnaissance. La synthese de ces 
molecules et leur fixation sur les zones de 
reconnaissance ont lieu selon des techniques de 
synthese par photolithographie connues en soi . 

On peut remarquer que la surface de la biopuce 
n'est pas par faitement plane. Elle presente une sur- 
epaisseur de l'ordre de 50 nm a 200 nm a l'endroit des 
plages ref lechissantes des reperes optiques. 

De telles differences d'epaisseur restent 
faibles comparativemen.t a la profondeur de section du 
systeme optique d 1 analyse propose. 

La realisation des reperes optiques et la 
synthese des molecules de reconnaissance sont des 
operations qui peuvent avoir lieu collectivement pour 
une pluralite de biopuces, sur une plaquette de 
silicium ou de verre (wafer) . Cette plaquette est 
ensuite decoupee pour individualiser les biopuces 
fabriquees simultanement . 

La figure 4 represente egalement une biopuce 10 
avec des pistes de _guidage 122 et des reperes de 
position optiques sous la forme de codeurs 124a en un 
materiau ref lechissan£_. (Cr par exemple) menages le long 
des pistes 122 . 



29 



Sur la surface de la puce on peut distinguer 
une pluralite de zones de reconnaissance ou cellules 
110, de forme carree, reperees par des lignes en trait 
discontinu. Chaque zone de reconnaissance est traversee 

5 par quatre pistes de guidage. 

De facon schematique on indique sur la figure 
4, en trait mixte, les positions successives d'un spot 
de lumiere d 1 excitation. Les positions sont reperees 
par des lettres alphabetiques A a G. 
10 Les moyens de deplacement de la puce 

(actionneur) sont tels que le mouvement du spot de 
lumiere peut etre decompose selon un mouvement selon un 
premier axe x, appele axe rapide, et selon un deuxieme 

axe y, appele axe lent. 
15 Un exemple de procedure de lecture d'une 

biopuce est indique dans le tableau I qui doit etre lu 

en conjonction avec les lettres d' indication de 

position du spot sur la figure 4. 

Le tableau I indique, en particulier pour 
20 chaque position, le mouvement effectue et precise 

1' activation des fonctions de mise au point, de 

positionnement et de lecture (analyse) . 
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Les indications "piste 1", "piste 2" indiquent 
dans l'ordre les pistes 111 dans la direction y a 
partir du bas de la figure et les indications "cellule 
n°l", "cellule n°2" indiquent les zones de 
5 reconnaissance successives dans la direction x a partir 
de la partie gauche de la figure. 

Les references 152, 154 sur les figures 
representent a titre__indicatif un signal susceptible 
d'etre emis par le capteur du systeme de positionnement 
10 lors d'un balayage de spot au-dessus des codeurs 124a, 
respect ivement selon les directions x et y. 
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REVEND I CATIONS 

1. Dispositif de lecture d'une biopuce 
comportant une pluralite de zones de reconnaissance 
moleculaire (110), caracterise en ce qu'il comporte en 
outre : 

- une tete optique (20) apte a projeter sur la biopuce 
une lumiere incidente, 

- des moyens de deplacement (14) et/ou (24) de ladite 
tete et/ou de ladite biopuce, aptes a effectuer un 
balayage de la biopuce, 

- un premier systeme optique (20), dit systeme 
d' analyse associe a une tete optique pour projeter 
sur au moins un premier capteur electrooptique (42) 
une lumiere provenant de la biopuce et mettant en 
evidence la presence ou 1' absence de molecules cibles 
sur chaque zone de reconnaissance moleculaire, 

- un deuxieme systeme optique (60) dit systeme de 
positionnement associe a une tete optique pour 
projeter sur un deuxieme capteur electrooptique (62) 
une deuxieme lumiere provenant d'au moins une piste 
de guidage, 

- des moyens d'asservissement du balayage de ladite 
tete optique pour controler les moyens de deplacement 
(14 et/ou (24) en fonction de signaux electriques du 
capteur electrooptique du systeme optique de 
positionnement (62) . 

2. Dispositif de lecture d'une biopuce (10), 
comportant une pluralite de zones de reconnaissance 
moleculaire (110) et une pluralite de reperes optiques 
de position (122, 124, 124a), associes aux zones de 
reconnaissance, le dispositif comportant : 

- une tete optique (20) apte a projeter sur la biopuce 
une lumiere d' excitation susceptible d* exciter des 
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molecules marquees presentes dans les zones de 
reconnaissance (110)/ et susceptible d'eclairer les 

reperes optiques/ 

- des moyens (14) et/ou (24) de deplacement relatif de 
ladite tete et ladite biopuce, aptes a effectuer un 
balayage de la biopuce, 

- un premier systeme optique (40), dit systeme 
d'analyse, associe a : la tete optique pour projeter 
sur au moins un premier capteur electrooptique (42) 
une lumiere susceptible de provenir des zones de 
reconnaissance, 

- un deuxieme systeme optique (60), dit systeme de 
posit ionnement, associe a la tete optique pour 
projeter sur au moins un deuxieme capteur 
electrooptique (62) une lumiere susceptible de 
provenir d'au moins ^un repere de position, et 

- des moyens (70) "d* asservissement des moyens de 
deplacement de la tete optique pour controler les 
moyens de deplacement" (14) et/ou (24) en fonction de 
signaux electriques du capteur electrooptique du 
systeme optique de posit ionnement (62) . 

3. Dispositif de lecture d'une biopuce selon 
l'une quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise 
en ce que la lumiere emise par les molecules cibles 
presentes sur les zones de reconnaissance est une 

lumiere de fluorescence. 

4. Dispositif 'selon la revendication 1 ou 2, 

dans lequel les moyens de deplacement relatif 
comportent des premiers moyens de deplacement 
macroscopique (14) (a grande echelle) et des moyens de 
deplacement microscopique (24) (a petite echelle) et 
dans lequel les moyens d' asservissement sont connectes 
aux moyens de deplacement microscopique. 
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5. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, dans lequel le systeme optique 
d'analyse (40) est un systeme optique confocal. 

6. Dispositif selon l'une quelconque des 
5 revendications 1 a 5, dans lequel le premier capteur 

electrooptique (42) est un photomultiplicateur. 

7. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6, dans lequel le premier capteur 
electrooptique (42) est optiquement relie au premier 

10 systeme optique par l'intermediaire d'une fibre optique 
(47) . 

8. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, comprenant un laser (30) pour 
fournir la lumiere d' excitation, et un capteur de 

15 reference (33), recevant une partie de la lumiere- du 
laser, pour corriger un signal du premier capteur 
electrooptique en fonction de fluctuations temporelles 
du laser. 

9. Dispositif selon l'une quelconque des 
20 revendications 1 a 8, dans lequel les premier et 

deuxieme systemes optiques sont couples a la tete 
optique par l'intermediaire d'une lame dichro'ique (32). 

10. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 9, dans lequel la tete optique (20) 

25 comporte une lentille (22) de focalisation et au moins 
un actionneur (24) de deplacement axial et/ou lateral 
de mise au point de la lentille (22), et comportant un 
troisieme systeme optique (80), dit de mise au point, 
associe a la tete optique (20), pour projeter sur un 

30 troisieme capteur electrooptique une lumiere provenant 
de la reflexion de la lumiere incidente sur la biopuce, 
et des moyens (70) d'asservissement de mise au point 
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reli6s & l'actionneur (24) pour controler le 
displacement de mise au point de la lentille. 

11. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 8, comprenant un systeme optique 

5 unique, incluant les premier et deuxieme systemes 
optiques et au moins un capteur electrooptique commun 
aux premier et deuxieme systemes optiques, ledit 
capteur optique commun recevant la lumi^re provenant 
des zones de reconnaissance moleculaire et la lumiSre 
10 provenant d'au moins. une piste de guidage et/ou de 
reperes de position, et etant reli6 aux moyens 
d f asservissement du balayage de la tete optique. 

12. Biopuce (10) apte a etre lue par un 
dispositif de lecture, comportant une pluralite de 

15 zones de reconnaissance moleculaire, caracterisee en ce 
qu'elle est munie d f au_ moins une piste de guidage (122) 
du dispositif de lecture sur tout ou partie de la 
surface de ladite biopuce. 

13. Biopuce selon la revendication 12, 
20 caracterisee en ce qu'elle est munie en outre de 

reperes optiques de positionnement sur la peripherie de 
la biopuce et/ou le long de la ou des piste (s) de 
guidage. 

14. Biopuce selon la revendication 13, 
25 caracterisee en ce que les reperes de positionnement 

sont disposes sur la ou les piste (s) de guidage. 

15. Biopuce selon l'une des revendications 12 a 
14, caracterisee en ce que les positions des zones de 
reconnaissance moleculaire par rapport a la ou les 

30 piste (s) de guidage sont predetermines . 

16. Biopuce selon la revendication 15, 
caracterisee en ce que les zones de reconnaissance 
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chevauchent tout ou partie de la ou des piste (s) de 
guidage. 

17. Biopuce selon l'une quelconque des 
revendications 12 a 16, dans laquelle un repere optique 
(124, 124a) est respectivement associe a chaque zone de 
reconnaissance moleculaire. 

18. Biopuce selon l'une quelconque des 
revendications 12 a 17, dans laquelle les zones de 
reconnaissance moleculaire (HO) sont agencees en 
lignes et en colonnes, et dans laquelle au raoins un 
repere optique (124) est associe a chaque ligne et/ou a 
chaque colonne de zones de connaissance. 

19. Biopuce selon l'une quelconque des 
revendications 12 a 18, dans laquelle les reperes 

15 optiques comportent des plages aptes a reflechir -une 

lumiere incidente. 

20. Biopuce selon 1/une quelconque des 
revendications 12 a 19, dans laquelle les reperes 
optiques comportent u des plages avec une surface 

20 structuree apte a introduire un dephasage dans une 

lumiere incidente. 

21. Biopuce selon l'une quelconque des 
revendications 12 a 18, dans laquelle les reperes 
optiques comportent des pistes de positionnement en un 

25 materiau diffusant ou fluorescent, s'etendant le long 
de rangees de zones de reconnaissance, et des plages 
reflechissantes disposees sur lesdites pistes de 

positionnement . 

22. Biopuce selon l'une quelconque des 
revendications 12 a 18, dans laquelle les reperes 
optiques comportant des pistes reflechissantes (122) 
s'etendent le long de rangees de zones de 
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reconnaissance (110), les pistes presentant localement 
des plages (124) non r6f lechissantes . 

23. Procede de lecture au moyen d'un dispositif 
conforme a l'une des revendications 1 a 11/ d'une 
biopuce selon l'une des revendications 12 a 22. 

24. Procede de lecture, au moyen d'un 
dispositif conforme a l'une quelconque des 
revendications 1 It 12, d'une biopuce comportant une 
pluralite de zones de reconnaissance moleculaire et une 
pluralite de reperes optiques de position associes aux 
zones de reconnaissance, selon lequel on acquiert 
continument des signaux de lecture provenant d'un 
capteur du systeme optique d' analyse, en balayant une 
succession de zones de mesure, et selon lequel on 
normalise lesdits signaux acquis en fonction d'un temps 
s'ecoulant entre le passage de la tete optique en face 
de reperes de position successifs associes auxdites 
zones de reconnaissance balayees. 

25. Procede ...de lecture, au moyen d'un 
dispositif conforme aux revendications 23 ou 24, d'une 
biopuce comportant une pluralite de zones de 
reconnaissance moleculaire et une pluralite de reperes 
optiques de position associes aux zones de 
reconnaissance, selon lequel on acquiert continument 
des signaux de lecture provenant d'un capteur du 
systeme d' analyse, en balayant une succession de zones 
de reconnaissance, et selon lequel on asservit 
continument une vitesse de deplacement relative entre 
la tete optique et la biopuce en fonction d'un temps 
mesure entre des passages successifs de la tete optique 
en face de reperes de position successifs associes aux 
zones de reconnaissance balayees. 
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